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虫草多糖体外诱导大鼠骨髓间充质干细胞分化为类肝细胞样细胞*☆ 
刘江凯1，宋雅芳2，刘友章2，杨谕晨2，张久梅2 

 
 

文章亮点：课题在中医药方法治疗肝病的基础上，结合干细胞的研究进展，选用冬虫夏草提取物虫草多糖在体外扩

增并特导性地诱导大鼠骨髓间充质干细胞向肝细胞样细胞分化，旨在研究中药有效成分诱导骨髓间充质干细胞定向

分化为肝细胞的体外环境，发现其中起作用的中药有效单体成分；并进一步研究中药有效成分诱导骨髓间充质干细

胞定向分化为肝细胞的机制，为探讨中医药方法与细胞移植相结合治疗急性肝衰竭、肝硬化等肝病提供实验基础。 

关键词：虫草多糖；骨髓间充质干细胞；分化；肝细胞；甲胎蛋白；白蛋白；角蛋白 18；干细胞 
 
摘要 

背景：如何促进骨髓间充质干细胞向肝细胞完全意义上的转化，以便更有效改善病变肝组织的结构和功能将成为未

来相关研究的重中之重。 

目的：探讨虫草多糖在体外诱导大鼠骨髓间充质干细胞分化为类肝细胞样细胞的可行性。 

方法：采用贴壁法培养 Wistar 大鼠骨髓间充质干细胞，实验分 3 组对骨髓间充质干细胞进行诱导分化，虫草组培养

液中加虫草多糖进行诱导，终末质量浓度为 0.15 g/L；阳性对照组培养液中加肝细胞生长因子和表皮生长因子联合

诱导，质量浓度分别为 20 μg/L 和 10 μg/L；空白对照组仅用含体积分数为 10%胎牛血清的 DMEM 培养液。 

结果与结论：分离纯化的骨髓间充质干细胞经流式细胞仪检测显示 CD34 阴性表达，CD44 阳性表达。诱导分化 7 d
时虫草组及阳性对照组细胞出现甲胎蛋白表达，14 d 时表达增强，28 d 时表达减弱，阳性对照组甲胎蛋白阳性率高

于虫草组；诱导分化 7 d 时阳性对照组细胞角蛋白 18 出现表达，14 d 时表达增强，虫草组则在 14 d 时出现表达，

而后持续。诱导分化 7 d 时虫草组及阳性对照组白蛋白表达阴性，14 d 时出现阳性。诱导分化 14 d 时虫草组及阳性

对照组细胞糖原染色阳性，28 d 时表达减弱。空白对照组结果皆为阴性。结果可见虫草多糖可以在体外诱导大鼠骨

髓间充质干细胞分化为类肝细胞样细胞。 
 
 
Cordyceps polysaccharide induces differentiation of adult rat mesenchymal stem cells into a 
hepatocyte lineage in vitro    
 

Liu Jiang-kai1, Song Ya-fang2, Liu You-zhang2, Yang Yu-chen2, Zhang Jiu-mei2 

 
Abstract 

BACKGROUND: How to promote the transformation of bone marrow mesenchymal stem cells into hepatocytes to 
effectively improve the structure and function of diseased hepatic tissue will become a key part of future studies. 

OBJECTIVE: To investigate the possibility of cordyceps polysaccharide inducing the differentiation of rat bone marrow 
mesenchymal stem cells into hepatocyte-like cells in vitro. 

METHODS: Wistar rat bone marrow mesenchymal stem cells were cultured by adherence method and then 
randomized to three groups. In the cordyceps polysaccharide group, bone marrow mesenchymal stem cells were 
induced with 0.15 g/L cordyceps polysaccharide. In the positive control group, hepatocyte growth factor (20 μg/L) and 
epidermal growth factor (10 μg/L) were added. In the blank control group, DMEM containing 10% fetal bovine serum 
was added.  

RESULTS AND CONCLUSION: Flow cytometry showed that the isolated and purified bone marrow mesenchymal 
stem cells were negative for CD34 but positive for CD44. In the cordyceps polysaccharide and positive control group, 
α-fetoprotein expression appeared at 7 days, peaked at 14 days and was attenuated at 28 days. α-fetoprotein 
expression was higher in the positive control group than that in the cordyceps polysaccharide group at each time point. 
In the positive control group, cytokeratin 18 expression appeared at 7 days and was enhanced at 14 days. In the 
cordyceps polysaccharide group, cytokeratin 18 expression appeared at 14 days and continued thereafter. In the 
cordyceps polysaccharide and positive control groups, albumin expression was negative at 7 days, but it turned positive 
at 14 days. In the cordyceps polysaccharide and positive control groups, glycogen staining appeared positive at 14 
days but it was attenuated at 28 days, and there was no positive glycogen staining throughout the experimental period    
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in the blank control group. These findings suggest that cordyceps polysaccharide can induce rat bone marrow 
mesenchymal stem cells into hepatocyte-like cells.   
 
Liu JK, Song YF, Liu YZ, Yang YC , Zhang JM. Cordyceps polysaccharide induces differentiation of adult rat 
mesenchymal stem cells into a hepatocyte lineage in vitro.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(49):9221-9225. 
 

 

0  引言 

 
病毒性肝炎导致的重型肝炎或肝衰竭，其

死亡率高达50%-70%或更高，目前尚缺乏广泛

可行的有效治疗手段，尽管肝移植可作为治疗

肝衰竭和肝硬化失代偿期的有效手段，但肝移

植存在费用昂贵，手术复杂，移植后可能发生

严重的排斥反应，生存率不高等缺点，尤其是

供体肝缺乏，使得这一治疗措施难以广泛推广。

生物肝的替代疗法亦存在供肝细胞缺乏的问

题，因此，如何修复坏死或纤维化的肝细胞，

改善患者的肝功能是肝病研究领域的一项重要

课题。 

现代医学研究表明骨髓间充质干细胞具有

多向分化的潜能，是一种理想的细胞治疗的干

细胞来源。其向肝细胞分化的研究也有一定进

展，但存在肝细胞分化率低，临床应用安全性

和长效性还值得商榷。本课题在目前研究比较

多的治疗肝病的中药有效成分中，选用名贵中

药单体冬虫夏草提取物虫草多糖特异性地诱导

大鼠骨髓间充质干细胞向肝细胞样细胞分化，

旨在研究中药有效成分诱导骨髓间充质干细胞

定向分化为肝细胞的体外环境，发现其中起作

用的中药有效单体成分，为中医药方法与细胞

移植相结合治疗急性肝衰竭、肝硬化等肝病提

供理论基础。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外对比观察实验。 

时间及地点：实验于2009年3月至2010年

12月在广州中医药大学第一附属医院实验中心

完成。 

材料： 
实验动物：成年雄性Wistar大鼠，体质量

180-200 g，由南方医科大学动物实验中心提

供。实验过程中对动物处置符合动物伦理学要

求。 

试剂： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

骨髓间充质干细胞的培养、纯化：断颈处死

Wistar大鼠后，放入体积分数为75%乙醇浸泡

15 min，无菌条件下分离其胫骨和股骨，去除

表面附着组织，用100%PBS反复冲洗，将其两

侧干骺端切除，暴露骨髓腔，含体积分数为10%

胎牛血清的DMEM培养液(含肝素100 U/mL)反

复冲洗骨髓腔，将骨髓冲至另一无菌平皿中，

用无菌吸管反复吹打成细胞悬液。将其移入无

菌离心管，1 000 r/min(离心半径16 cm)，离心

10 min，弃上清及脂肪层，收集沉淀物，在细

胞沉淀中加入含体积分数为10%胎牛血清的

DMEM培养液小心吹打成细胞悬液，用细胞计

数板计数，以2×1012 L-1细胞浓度接种。加完全

培养液 (含DMEM，1×105 U/L青霉素、1×    

105 U/L链霉素，体积分数为10%的胎牛血清)

后接种于 25 cm2培养瓶中，置于37 ℃、体积

分数为5%CO2培养瓶中培养，后每隔3 d换液，

待原代细胞增长至培养瓶的80%-90%融合时

进行传代，多次传代进行纯化。 

骨髓间充质干细胞的鉴定：取第3代长势良好

的细胞，用流式细胞仪检测细胞表面抗原

CD34、CD44表达。 

实验分组：①虫草组：培养液(含体积分数为

10%胎牛血清的DMEM培养液)中加入虫草多

糖，质量浓度为0.15 g/L。②阳性对照组：培养

液(含体积分数为10%胎牛血清的DMEM培养

液)中加入肝细胞生长因子及表皮细胞生长因子，

试剂 来源 

肝细胞生长因子，表皮细胞 
生长因子  

虫草多糖(40%纯度)  
 
免疫组化试剂盒、 

兔抗大鼠 CD34、CD44  
大鼠白蛋白单克隆一抗、 

细胞角蛋白 18 多克隆一抗、 
甲胎蛋白单克隆一抗  

胎牛血清  
DMEM 培养液  

美国 PeproTech 公司 
 
惠州东方植物保健科技

公司 
武汉博士德公司 
 
美国 Santa cruz 公司 
 
 
以色列 BIOIND 公司 
杭州吉诺公司 
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质量浓度分别为20 μg/L和10 μg/L。③空白对照组：仅

用含体积分数为10%胎牛血清的DMEM培养液。虫草组

和阳性对照组每24 h换液，空白对照组每3 d换液。 

免疫组化方法：在培养的7，14，21，28 d收集各组细

胞，消化细胞成细胞悬液，制作成细胞爬片，多聚甲醛固

定15 min，0.01 mmol/L PBS冲洗3 min×3次；非免疫动

物血清室温下封闭10 min，甩弃多余封闭液，勿洗，加一

抗：细胞角蛋白18、白蛋白、甲胎蛋白皆用0.01 mmol/L 

PBS稀释(稀释比1∶50)，4 ℃过夜，0.01 mmol/L PBS

冲洗，3 min×3次。加生物素标记的二抗，室温下孵育

20 min，0.01 mmol/L PBS冲洗，3 min×3次，吹干。新

配制的DAB显色5-10 min，显微镜下监测其颜色变化，

自来水充分冲洗数次使显色终止，苏木精复染，梯度乙

醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封固。用0.01 mmol/L 

PBS代替一抗作为阴性对照，镜下观察，阳性标准为胞

浆内出现棕黄色颗粒，并对染色图像进行分析。 

糖原染色检测细胞功能：留取的细胞用Camoy固定液

固定10 min，蒸馏水冲洗数次，待干。1%的过碘酸水

溶液反应10 min，蒸馏水冲洗数次，待完全干燥。Schiff

试剂反应30 min，自来水充分冲洗，常规脱水，透明、

中性树胶封固。  

   

2  结果 

 

2.1  形态观察和细胞鉴定  倒置显微镜下观察，刚获

得的细胞为比较均 的球形，接种24 h后部分细胞贴

壁，48 h时大部分细胞贴壁，细胞形态逐渐多样，为三

角形、多角形或不规则形状，部分成梭形。1周后细胞

体积增大，多见长梭形、多角形细胞。细胞增殖明显增

快，9 d左右铺满瓶壁，传代后细胞形态多为梭形，较

前均 ，部分多角形，可见多核细胞，增殖更快，一般

7 d可铺满瓶壁90%，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第4代细胞诱导后，虫草组和阳性对照组前两周细

胞形态较前变化不大，但增殖迅速，特别是阳性对照组，

2周后可见部分细胞逐渐成类圆形或纺锤形，胞核增大，

3周后可见部分细胞成圆形，散在生长，见图2。部分细

胞仍为类梭形，伸展生长。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

流式细胞仪检测第3代细胞表面抗原CD33阳性率

为3.4%，CD44阳性率90.3%。 

2.2  免疫组化检测结果  虫草组及阳性对照组诱导分

化7 d时出现甲胎蛋白表达，14 d时表达增强，28 d时表

达减弱，阳性对照组的甲胎蛋白阳性率高于虫草组，见

图3，4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

阳性对照组诱导分化7 d出现角蛋白18表达，14 d

时表达增强，虫草组则在诱导分化14 d时出现表达，而

后持续，见图5，6。虫草组及阳性对照组诱导分化7 d

时白蛋白表达阴性，14 d时出现阳性，而后持续，见图

7，8。空白对照组则皆为阴性。

Figure 1  Passage 3 bone marrow mesenchymal stem cells 
exhibit a spindle-shaped appearance and are tightly 
spaced (×10) 

图 1  第 3 代骨髓间充质干细胞成类梭形生长，排列紧密(×10)

Figure 2  Some cells in the cordyceps polysaccharide group 
appeared round or oval after 28 days of induction (×10)

图 2  诱导 28 d 虫草组部分细胞成圆形或类圆形(×10) 

Figure 3  Cordyceps polysaccharide group image of 
α-fetoprotein positive staining shows cytoplasm was 
dark brown stained after 14 days of induction (×400)

图 3  诱导 14 d 虫草组甲胎蛋白阳性染色图像，可见胞浆深染
为棕褐色(×400) 

Figure 4  Positive control group image of α-fetoprotein positive 
staining after 14 days of induction (×400) 

图 4  诱导 14 d 阳性对照组甲胎蛋白染色阳性图像(×400) 
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2.3  糖原染色结果  虫草组及阳性对照组诱导分化7 d

时糖原染色阴性，14 d时出现阳性结果，28 d时表达减

弱，见图9，10。空白对照组糖原染色见图11。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

目前认为肝卵圆细胞为肝脏干细胞活化后的子代

细胞，具备向肝细胞及胆管上皮细胞分化的双向潜能
[1]，

但由于其取材较困难，也限制了其临床应用。而骨髓间

充质干细胞来源广泛，取材容易，便于自体移植，且在

体外长期培养过程中，骨髓间充质干细胞始终保持其多

向分化的潜能，遗传背景相当稳定，体外基因转染率高，

并能稳定高效地表达外源基因，故体内植入反应弱，是

一种理想的组织工程种子细胞。 

冬虫夏草是中国一种名贵的中药材，《本草从新》

Figure 5  Cordyceps polysaccharide group image of cytokeratin 
18 positive staining shows dark brown stained 
cytoplasm after 21 days of induction (×400) 

图 5  诱导后 21 d 虫草组角蛋白 18 阳性染色图像，可见胞浆
深染为棕褐色(×400) 

Figure 6  Positive control group image of cytokeratin 18 positive 
staining after 14 days of induction (×400) 

图 6  诱导后 14 d 阳性对照组角蛋白 18 染色阳性图像(×400)

Figure 7  Cordyceps polysaccharide group image of albumin 
positive staining shows darkly stained cytoplasm after 
14 days of induction (×400) 

图 7  诱导 14 d 虫草组白蛋白染色阳性图像，可见胞浆深染
(×400) 

Figure 8  Positive control group image of albumin positive 
staining after 14 days of induction (×400) 

图 8  诱导 14 d 阳性对照组白蛋白染色阳性图像(×400) 

Figure 9  Cordyceps polysaccharide group image of glycogen 
staining shows darkly stained cytoplasm after 14 days 
of induction (×400) 

图 9  诱导 14 d 虫草组糖原染色，可见胞浆深染成鲜紫红色
(×400) 

Figure 10  Positive control group image of glycogen staining 
shows darkly stained cytoplasm after 14 days of 
induction (×400) 

图 10  诱导 14 d 阳性对照组糖原染色，可见胞浆深染成鲜紫
红色(×400) 

Figure 11  Blank control group image of glycogen staining 
shows slightly stained cytoplasm without dark brown 
substance (×400) 

图 11  空白对照组糖原染色，可见胞浆淡染，未见棕褐色物质
(×400) 
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中有“冬虫夏草甘平保肺，益肾，补精髓，止血化痰，

已劳咳，治膈症皆良”。虫草多糖是从冬虫夏草提取的

一种多糖，是冬虫夏草的主要活性成分，具有多种生理

活性。现代研究发现虫草多糖对肝脏具有多重保护作

用，如抗肝脏脂质过氧化作用，使肝 浆丙二醛含量下

降，超氧化物歧化酶活力升高；降低血清谷丙转氨酶活

力和肝脾脏器指数，改善肝的坏死程度；提高血浆白蛋

白，降低球蛋白；抑制总胶原及Ⅰ、Ⅱ型胶原在肝内沉

积，并可使已形成的胶原重新溶解吸收；调节免疫，抑

制病毒复制等作用[2-4]，显示了其在肝病治疗中的巨大应

用前景，本实验正是基于此，结合中医药治疗肝病的基

础，选择虫草多糖对大鼠骨髓间充质干细胞进行体外诱

导，国内外尚未见类似报道。 

目前在诱导骨髓间充质干细胞分化为肝细胞的研

究中，使用较多的是利用肝细胞生长因子及表皮细胞生

长因子单独或联合进行诱导。肝细胞生长因子在肝脏发

育及肝再生的过程中起重要作用，对多种细胞的有丝分

裂、形态发生都具有刺激作用。表皮细胞生长因子具有

促进上皮细胞代谢增殖的作用，能够刺激离子流动，加

速能量转运，增加DNA、RNA以及蛋白质合成。部分研

究已证实了两者的联合可体外诱导大鼠骨髓间充质干

细胞分化为类肝细胞[5-7]。 

实验利用贴壁筛选法对大鼠骨髓间充质干细胞进

行体外培养，扩增，经多次传代后用流式细胞仪检测细

胞表面抗原CD34、CD44，所得细胞表达CD34-、CD44+，

方法简单易行，易于操作。对诱导分化7，14，21，28 d

后的细胞用免疫组化法检测肝细胞的特异性标志甲胎

蛋白、白蛋白、角蛋白18及糖原以确定诱导的细胞是否

转化为肝细胞。甲胎蛋白和白蛋白都是一种胞浆蛋白，

甲胎蛋白由幼稚肝细胞分泌，随着细胞的成熟而消失，

成熟肝细胞则不表达。角蛋白18是肝细胞相对特异性的

一种角蛋白，是成熟肝细胞的标志，在幼稚的肝前体细

胞不表达，当肝细胞趋于成熟或已成熟时表达。糖原主

要由肝实质细胞合成，存在于肝脏及肌肉组织中，是肝

细胞功能表达标志之一。本课题用虫草多糖体外诱导大

鼠骨髓间充质干细胞分化，并用肝细胞生长因子及表皮

细胞生长因子联合诱导作对照，两组在诱导 14 d后，

甲胎蛋白、白蛋白、角蛋白18及糖原染色皆出现阳性表

达，充分说明虫草多糖在适当的培养环境中体外可诱导

大鼠骨髓间充质干细胞分化为类肝细胞。而且由于中药

的安全性和长期有效性，可以克服目前现代医学研究中

存在的某些困境，因此有可能与细胞移植治疗急性肝衰

竭、肝硬化失代偿期的方法结合，带来广阔的应用前景。 
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